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冷冻 -解冻 猪 精 子 的 超 微 结构 观察 ” 
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自从 50 年 代 初 Polge 发 现 甘油 有 卓越 的 防冻 作用 以 后 ， 动 物 精液 冷冻 技术 发 展 很 快 。 现 在 ， 奶 牛 和 
羊 冷 冻 精液 已 广泛 应 用 于 人 工 授精 和 体外 受精 中 ， 效 果 与 鲜 精 接近 ， 而 猪 冷 冻 精 液 在 人 工 授 精 后 虽 也 能 
产 仔 ， 但 妊娠 率 与 每 富 产 仔 数 均 下 降 (Johnson 等 ，1981)， 体 外 受精 率 可 达 85% 以 上 ， 但 精子 浓度 需 
用 5 一 6x 107 精子/ ml， 比 鲜 精 用 量 提高 25 一 100 们 (Wang 等 ，1991)。 顶 体形 态 正常 精子 的 减少 是 造 
成 冷冻 精液 受精 率 低 的 重要 原因 之 一 〈Pursel，1979)， 用 光 镜 不 能 清楚 地 观察 顶 体 的 形态 变化 ， 但 运用 
电镜 技术 对 猪 冷冻 -解冻 精子 的 顶 体 形态 的 超 微 结 构 研究 报道 不 多 〈Courtens 等 ，1985，Hashizume， 
1990)。 针 对 猪 冷冻 -解冻 精子 体内 /体外 受精 能 力 降低 的 问题 ， 我 们 用 透射 电镜 对 冷冻 的 猪 精子 解冻 
0 h 及 4 后 精子 顶 体 与 头 部 质 膜 的 超 微 结构 变化 进行 了 观察 。 

1 材料 与 方法 

1.1 猪 精液 冷冻 -解冻 方法 〈 王 玉 珍 ，1979)@ 精 液 冻 冻 “将 精子 活力 达 0.8 以 上 的 猪 精液 浓缩 并 静 置 至 
室温 (26 一 28TC )， 与 等 温 冷 冻 液 1 ; 1 稀释 ，5 亿 平衡 3 h 后 开始 冷冻 。 将 铀 网 悬 于 液 所 面 上 1 cm， 注 
上 稀释 精液 ， 每 滴 0.1 ml， 冻 结 后 漫 信 液 氮 中 ， 抽 样 检 查 ， 解 冻 后 精子 活力 达 0.4 以 上 者 液 氮 中 保存 。 
冷冻 液 配方 ， 乳 糖 3 g8、 葡 萄 糖 2.1 g、 柠 树 酸 钠 0.31 g、 和 氨基 乙酸 0.8 g、 蒸 馏 水 100 ml、 甘 油 
3.3 ml。 用 前 加 卵黄 24.4 ml， 双 抗 各 5 万 单位 。 四 冻 精 解 浆 ， 取 冻 精 放 入 圆 饭盒 内 ， 摇 动 30 s 后 放 入 
55 仑 水浴， 解冻 至 基本 全 融化 时 倒 和 人 38C 解冻 液 。 解 冻 液 配方 ， 葡萄 糖 5 g、 柠 榜 酸 纳 0.5 g、 蒸 馆 水 
100 ml。 : 

分 别 在 解冻 后 0 h 和 38 亿 解冻 液 培养 4 h 后 固定 观察 。 

1.2 电镜 观察 标本 制备 方法 ”将 样品 以 冷 0.1 M 二 甲 砷 酸 钠 缓 冲 的 混合 醛 固 定 滚 〈 含 多 聚 甲 醛 0.5%、 
友 二 醛 3%) 国定 30 min， 冷 0.1M 二 甲 砷 酸 钠 缓冲 液 中 漂洗 两 次 ， 并 于 缓冲 液 中 过 夜 ， 再 以 1% 雏 酸 
后 固定 1 h， 冷 缓冲 液 洗 两 次 ， 于 缓冲 液 中 4 人 记过 夜 ， 精 子 在 换 液 时 需 以 2000 r/min 离心 10 min， 然 
后 常规 脱水 、 渗 透 及 Epon812 包 埋 ， 超 薄 切 片 厚 70 一 90 nm， 铅 铀 双 染 ， 以 JEM2000 及 JEM1200 电 
子 显 微 镜 观察 。 
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观察 数据 的 差异 显著 性 分 析 采 用 百分数 ! 检验 进行 。 
2 结果 与 讨论 ， 
2.1 解冻 后 0 bh 超 微 结 构 变化 ”本 实验 结果 表明 ， 冷 冻 - 解 冻 猪 精子 顶 体 与 质 膜 破坏 严重 ， 尽 管 在 光 镜 
下 检查 顶 体 完整 率 为 90%， 在 电镜 下 ， 项 体委 失 者 也 不 多 〈5.7%)， 与 光 镜 结果 较 接 近 ， 但 大 多 数 精子 
虽然 有 顶 体 但 出 现 了 质 膜 与 顶 体 异常 变化 〈78.7%)， 主 要 变化 反映 在 头 部 质 膜 和 顶 体 的 变化 。 最 显著 的 
变化 是 很 多 精子 顶 体 头 部 膨大 成 结 节 状 ， 形 成 头 裙 (图 2)， 此 初 向 后 胀 大 ， 与 后 部 的 顶 体外 膜 紧密 接 
触 、 融 合 形成 小 泡 〈 占 总 数 的 55.7%，68 / 122) (图 3)。Peterson 等 《1979). 和 Cran 等 〈1976) 的 研 
究 表 明 这 种 变化 与 精子 衰老 、 死 亡 以 及 不 育 有 关 。 我 们 认为 ， 这 是 冷冻 -解冻 猪 精 子 受 精力 下 降 的 主要 
原因 之 一 。 这 也 说 明 用 光 镜 下 顶 体 完整 性 来 判断 冷冻 效果 的 传统 做 法 显然 是 不 准确 的 。 

| 表 1 冷冻 精子 解冻 后 精子 头 部 的 超 微 结构 变化 


质 膜 及 大 项 体 头 部 
质 膜 顶 体 或 时 泡 状 ”膨大 成 头 ” ” 顶 体 剧 。 “ 顶 体 膨胀 ” 。” 顶 体 





顶 体 泡 化 
均 无 变化 。 ” 顶 体 无 可 。 褐 顶 体内 烈 膨 胀 。 内 有 致密 物 丢失 
见 变 化 形成 小 泡 . 
解冻 后 0 h 21.3% $5.7% $55.7% 5.7% 3.3% 5.7% 2.5% 
解冻 后 4 h 2.7%b - 8% 58.7% 8% 9.3% 6.7% 6.7% 


注 ， 百 分 数 t 检 验 表 明 ，a: b P<0.01， 差 异 极 显著 。 


我 们 观察 到 的 其 他 异常 变化 还 有 顶 体 强烈 膨胀 (5.7%，7 /122)， 脱 胀 顶 体内 有 团 状 致密 物 
(3.3%，4/122)， 顶 体 泡 化 (2.5%，3/ 122); 精子 质 膜 胀 大 或 呈 泡 状 但 顶 体 无 可 见 变化 〈5.7%， 
7/122)。 质 膜 与 顶 体 均 无 可 见 变化 者 有 21.3% (26 / 122)。 顶 体 丢 失 精 子 只 占 极 少 部 分 (5.7%， 
7/122)。Courtens 与 Paquinon (1985) 报道 猪 精 子 冻 精 解冻 后 有 60% 顶 体 膨胀 ， 而 Hashizume 等 
(1990)〉 报 道 猪 精子 冷冻 -解冻 后 有 34% 顶 体 膨胀 ， 另 有 38.6% 的 精子 头 部 质 膜 膨胀 ， 但 顶 体 无 可 见 变 
化 ， 共 有 94% 的 精子 头 部 出 现 异常 变化 ， 我 们 的 结果 与 他 们 的 有 所 不 同 ， 这 可 能 是 由 于 冷冻 -解冻 方法 
的 不 同 造 成 ， 通 过 对 不 同方 法 冷冻 、 解 冻 精 子 的 比较 形态 学 的 进一步 研究 将 有 助 于 猪 精 液 冷冻 方法 的 改 
进 。 

2 解冻 精子 38C 培养 4 h 后 的 超 微 结构 变化 

鲜 精 在 38 忆 培养 4 h 〈 猪 精子 体外 获 能 方法 之 一 ，Cheng 等 ，1983) 精子 活力 没有 明显 变化 (0.8 
左右 ;， 电 和 镜 下 精子 质 膜 出 现 膨 胀 性 获 能 变化 ， 但 顶 体 无 征 何 结构 变化 《图 4) (结果 另 发 表 )。 而 解冻 精 
子 在 38 人 培养 4 h 后 活力 急剧 下 降 〈 从 0.4 一 0.5 降 至 0.02);， 从 超 微 结构 来 看 ， 培 养 4 h 后 同 培养 前 相 
比 ， 各 种 破坏 性 变化 更 加 严重 ，] 顶 体 头 初 更 加 脱 大 ， 也 向 后 形成 小 泡 58.7%，44 /75) (图 5)， 顶 体 
极度 膨胀 (8%，6 /75)，( 图 6)， 有 的 膨大 顶 体内 也 含有 高 电子 致密 度 的 团 状 物 (9.3%，7/75) (图 
6)， 有 的 顶 体 发 生 泡 化 〈6.7%，5/75)， 有 的 精子 项 体 无 可 见 变化 ， 质 膜 胀 大 或 呈 泡 状 〈8%， 
6/75)， 质 膜 和 项 体 无 可 见 变 化 的 形态 正常 精子 仅 有 2. 7% “2/75)， 较 刚 解冻 时 显著 减少 
(CP<0.01)， 但 仍然 只 有 很 少 精子 顶 体 丢失 《6.7%，5/75)。 
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